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〔原著〕 ラジオイムノアッセイ法による抗原特異的 

抑制 T細胞因子の免疫学的検索

鈴木紀彰*
(昭和57年12月20日受付)
旨
抗体産生系を負の方向へ統御する抗原特異的抑制T細胞因子(抑制因子)は，機能的には強
い抑制活性を示すが生体内には非常に微量にしか存在しないためこれまで機能的測定法以外の
直接的測定は不可能だった。この抑制因子を免疫化学的に検出する目的で抑制因子の構成成分
に対するモノクロナノレ抗体を用いたラジオイムノアツセイ法を開発した。 この方法はプラスチ
ックプレートにモノクロナノレ抗体を結合させた後， 抑制因子を反応させる。 プレートに結合し
た抑制因子を検出するために， アイソトープで標識した特異性の異なるモノクロナノレ抗体を反
応させ放射活性を測定した。その結果， 1) この方法は免疫学的，遺伝学的にも特異的に抑制
因子を測定していることが証明された。 2) 抑制因子の濃度と測定された放射活性の聞には直
線的比例関係が成立し，抑制因子の半定量的測定が可能であった。 3) マウス胸腺細胞内の抑
制因子の量は抗原刺激の回数を増すとともに， 1次2次応答と漸次増加傾向を示し， 量的には
抑制系の成熟を示唆した。 4) 抑制因子産生細胞の臓器分布を検索したところ胸腺に多く存在
し， 牌臓， リンパ節および、骨髄で、は僅かだ、った。以上モノクロナノレ抗'体を用いてごく微量の抑
制因子を半定量する方法を開発した。 これはT細胞機能分子の同定， 定量化を免疫化学的に可
能にしたことになり，免疫応答機構の解析の重要な手段となると考えられる。 
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略語一覧:	Ct，constant region of the antigen-binding chain of T cel1factors: HAT， 
hypoxanthine aminopterin thymidine; Iodogen，1，3，4，6-tetrachloro-3a，6a-
diphenylglycoluril; KLH，keyhole limpet hemocyanin; NP，4-hydroxy-3-
nitrophenyl acetyl; P3U1，P3-X63-Ag8-Ul; TsF，suppressor T cel1factor. 
リドーマの産生するモノクロナノレな抑制因子を用いた分
I.はじめに 	 子論的解析から，抑制因子は抗原を特異的に認識する抗
抗体産生系における抑制T細胞の機能は可溶性の抑 原結合分子と，第17番目の染色体上にある主要組織適合
制T細胞因子(抑制因子: suppressor T cell factor; 遺伝子座内の I-J亜領域遺伝子産物の 2つの分子より
TsF)により伝達されることが判明している。すなわち 構成されており，抑制活性発現のためにはこの両者が必
in vivoおよび invitroの抗体産生系にこの抑制因子を 須であることが明らかにされている九しかし，機能的
加えると抗原特異的に抗体産生が抑制されることが示さ には非常に強い生物活性を示す抑制因子も量的にはごく
れた1 この抑制T細胞と胸腺腫細胞 微量にしか存在しないため，従来その解析はもっぱら機(BW	さらに，，ヘ
5147) との細胞融合により作製された抑制T細胞ハイブ 能的側面から進められてきた。もしこの抑制因子を物質
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として定量することができれば，生体内における抑制因
子の局在や抗原刺激後の抑制因子の動態など機能的解析
法では明らかにすることのできなかった抗体産生抑制系
の一面を解明することができると考えられる。そこで，
抑制因子の各構成分子に対するモノグロナノレ抗体を用い
た抑制因子の定量化のためのラジオイムノアッセイ法を
開発し半定量的測定を試み，その方法を応用して抗原刺
激に対する抑制因子の量的動態および臓器分布について
検索した。 
II. 実験方法
1. マウス 
C57BL/6，BALB/c，C3Hマウスは静岡実験動物協
同組合より購入した。 CB-20，BAB-14マウスは教室で
詩陸代しているものを{吏用したの 
2. 抗原 
keyhole limpet hemocyanin (KLH): Calbiochem 
Behring社 (SanDiego，Cal.) ，ニワトリガンマグロプ
リン (CGG): United States Biochemicalネ土 (Cleve-
land，0.)，卵白アルブミン (OVA): Sigma Chemical 
社 (St. Louis，Mo.)，牛血清アルブミン (BSA): 
Sigma Chemical社 (St.Louis，Mo.)，4-hydroxy-3-
nitrophenyl acetyl (NP)一O-succinamide: Biosearch 
社 (SanRafael，Cal.)，百日咳ワクチン (BPV): 千葉
血清研究所よりそれぞれ購入した。 
NP-KLH，NP・CGGおよび NP-BSAは Weinber-
gerらの方法。に従って作成した。 
3. 抗体
抑制T細胞因子を構成する 2本のポリペプチド鎖であ
る抗原結合分子と 1-J分子に対するモノクロナル抗体
を用いた。まず，モノクロナル抗 1_Jb抗体は B10A 
(3R)マウスのリンパ球を頻回免疫した BlOA(5R)マ
ウスの牌細胞と P3-X63-Ag8-U1(P3U1) ミエローマ
細胞を融合することによって作製した5)クローン E10 
(IgG2a)，F 4 (IgG2 ¥))および H6(IgG2a)を等量に混
合して使用した。一方，抑制悶子の抗原結合分子に対す
るモノクロナノレ抗体は次の方法で、作製した。免疫グロプ
リン遺伝子群組換えマウスである CB-20マウスのリン
パ球を頻回 BALB/cマウスに免疫した。その牌細胞を 
P3U1と細胞融合することにより作製したのモノクロナ
/レ抗体の中から抑制T細胞因子と反応するものを選別
した。その結果選別された 2つの抗体クローン 7Dl 
(IgM)および 7C5(IgM)は抑制T細胞因子を構成す
る抗原結合分子の定常部構造 (constantregion of the 
antigen-binding chai.nof T cel factors; Ct)に対する
モノクロナノレ抗体であり，抗 Ct抗体と呼ばれる。
モノクロナル，マウス抗 IgG2a抗体は Dr.L. A. 
Herzenbergより寄贈されたものを用いた。
上記のモノクロナノレ抗体は DE52を用いたゲ、/レ憾過あ
るいは等電沈澱法により精製したものを用いた。 
4. 抗体の放射性ヨード標識 
100μgの精製した抗体を Frakerancl Speck. Jr.の方
法7)に従い， 100μCiの 125INa と 2μgの 1，3，4，6-
tetrachloro-3a，6a-diphenylglycoluril (Iodogen，Pierce 
Chemical社製， Rockford，111.)とともに15分間氷上で
反応させたのち BiogelP6カラムで精製した。 
5. 抑制因子
マウスの腹腔に抗原 KLHまたは OVA200μgを10
日間隔で 2回免疫した。最終免疫から10日後にマウスか
ら胸腺細胞を分離し，凍結融解を繰り返して物理的に破
壊し， 40，000Gで1時間遠沈した上清を抑制因子として
用いた。モノクロナル抑制因子としては KLH特異的
な抑制T細胞を AKRマウス由来の胸腺腫細胞 (BW 
5147) と細胞融合させて作製しためクローン 34S-18を
凍結融解して作成した。 
6. NP特異的抑制T細胞ノ、イブリドーマの作製 
C57BL/6マウスの腹腔内に抗原 NP・CGG200μgを 
10日間隔で 3自投与し最終免疫の 3日後に牌臓を摘出し
た。牌細胞 1X108個と BW5147細胞 2X107個をポリ
エチレングリコーノレ (BDHChemical社製， Poole， 
England: 分子量1，500)の存在下で細胞融合させた5)。
培養開始 2日目から 1X lO-4M ヒポキサンチン， 4X 
10・7Mアミノプテリンおよび1.6X10・5Mチミジン添加 
RPMI-1640培養液 (HAT培養液)で培養した。約 4週
間 HAT培養液で培養した後，通常の RPMI-1640培養
液に交換した。培養上清中の抑制因子の量を次項で述べ
る方法で測定し，陽性の細胞を限界希釈で 2回クローニ
ングして抑制T細胞ノ、イプリドーマクローンC12を作製
した。 
7. 抑制因子の免疫化学的測定 
100pgfmlに調整した 7Dl抗体70μlを96穴マイクロ
タイタープレート (Dynatech社製， Alexandria，Va.) 
のウェルに入れ，室温で 1時間反応させて 7Dl抗体結
合プレートを作製した。プレートを0.5%BSA添加10 
mMリン酸食塩緩衝液 (PBS)pH7. 2 (BSA添加 PBS)
を用いて 3回洗浄したのち，胸腺細胞あるいはハイブリ
ドーマ由来の抽出液50μlを氷上で 1時間反応させた。さ
らにウエノレより抽出液を取除いて再び新鮮な細胞抽出液 
50μI を1n寺問反応させた。 この操作を 5回繰返し合計 
250μl の細胞抽出液を 1つのウェルに反応させた後，
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BSA添加 PBSで3回洗浄した。次に 1251で標識した 
7C5抗体50バを室温で 1時間反応させた。すでに 7D1， 
7C5の両抗体は同一分子上の異なる抗原決定基に対す
る抗体であることが明らかにされているペ実験にょう
では 7C5抗体のかわりに抗 l-Jb抗体を 1251で標識し
て反応させた。その後 BSA添加 PBSで3回洗浄し，
各ウェノレを切離してガンマカウンターで測定した。 
8. in vitroの抗体産生系 
96穴平底プレート (Falcon社製， Cockeysville，Md.) 
を用いた Mishell-Dutton法の変法により抗原特異的抑
制T細胞因子の活性を検索した。 6週間前に抗原 NP-
KLH 100pgをアラムおよび 1X 109個の BPVとともに
腹腔内投与を受けた C57BL/6マウスの牌細胞 8X105 
個を抑制T細胞ハイプリドーマ由来の培養上清10μ1，抗
原NP-KLH10ng/m1および 2x10・5Mの2-メルカプト
エタノー/レ(半井化学薬品社製)を含んた‘0.2m1の10%
牛胎児血清 (FCS)添加 RPMl培養液に浮遊させ， 370 
C，5 %C02に調整した炭酸ガス培養器内で 8日間培養
したの 
9. 抗体価の測定
上記培養上清中の IgG2a抗 NP抗体価を固体相ラジ
オイムノアッセイ法9)を用いて測定した。すなわち 96穴
のマイクロタイタープレートに100μg/m1の NP・BSA50 
μiを入れ，室温で 1時間反応させて結合した。ウェルを
よく洗浄したのち培養上清 30μlを室温で 1時間反応さ
せた。次にプレート上の NPと反応した抗体を 1251で
標識した抗 IgG2a抗体と室温で 1時間反応させ，よく
洗浄したのち乾燥して各ウェノレごとに切離し，ガンマカ
ウンターで測定した。結果は抗 NP標準血清6μlの抗
体価を100単位として換算して表わした。 
10. 統計学的処理 
2-6サンフ勺レのデータを細胞抽出液または培養上清
を入れていない対照と比i険して， Student tテストによ
り検定を行なった。危険率 5%以上を有意差無し (Not 
significant) とした。 
II. 実験結果
1. 抑制因子測定法の特異性と半定量性
抑制因子を構成する抗原結合分子の定常部に対する抗
体である 7D1および 7C5を用いて胸腺細胞抽出液中の
抑制因子の定量を試みた。 7D1抗体 (lgM)の対照とし
て， 7D1と同じ IgMクラスで，特異|吋抗体活性を持た
ないモノクロナノレ蛋白である 7B2を用いた。 7Dlおよ
び 7B2をそれぞれ結合したプレートを作り， C57BL/6 
マウス胸腺細胞抽出液を反応させた。その後プレート
に結合した抑制因子を検出するために 1251で標識した 
7C5抗体を反応させた。その結果， Tab1e 1に示したよ
うに 7D1抗体を結合したウエノレで、のみ抑制因子の測定
が可能で、， 7B2を結合した対照のウェノレで、は抑制因子を
検出できなかった。以上のことからモノクロナノレ抗体を
用いたラジオイムノアツセイによって，抑制因子を特異
的に検出していることが明らかになった。 
7D1，7C5の両抗体は抑制因子を構成する抗原結合分
子上の相異なる“ b"アロタイプと特異的に反応するこ
とがすでに明らかにされているへそこでこのラジオイ
ムノアッセイ法におけるアロタイプ特異性を調べるため
に，ここで用いた C57BL/6マウス(明 b"アロタイプ)由
来の胸腺細胞抽出液の対照として，アロタイプ“ a"で
ある BALB/cマウスの胸腺細胞抽出液を同様に反応さ
せ，その反応性を調べた。その結果， C57BL/6マウス由
来の胸腺細胞抽出液を用いた場合は， 7C5抗体によって
抑制因子を検出できたが， BALB/cマウス由来の胸腺細
胞抽出液を用いても 7C5抗体によって検出される抑制
因子は認められなかった。以上のことから本測定法がア 
Table 1. Reactivity of thymocyte extracts to the plate coated with 
7D1 antibody 
Reactivity (cpm) 
Thymocyte 
extracts Ig allotype 7Dl-plate Exp/cont ratio* 7B2-plate 
Exp/cont 
ratlO 
none 170土30料 200:t20 
C57BLj6 b 540土40特 3.2 280:t40!3 1.4 
BALB/c a 220士30!3 1.3 290土90S 1.5 
キ Ratio= Experimental counts (~pm) 
Control counts (cpm) 
*キ Standarddeviation. 
持Statisticalsigni五cant，p<O.01. 
SNot significant. 
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ロタイプ“ b"のマウス由来の抑制因子を特異的に測定
していると考えられた。
次に，本測定法が抑制因子を半定量的に浪，Ij定できるか
どうかを調べるために，抑制T細胞ハイプリドーマで、あ
る34S-18由来のモノクロナノレ抑制因子を含む細胞抽出
液を 2倍数希釈して測定した。その結果 Fig.1に示す
ように，抑制因子の濃度と放射活性は直線的に比例した
ことから，本測定法で抑制因子を半定量的に測定可能で
あることが明らかになった。 
2. 抑制因子の免疫学的性状 
a)抑制因子を構成する抗原結合分子上の定常部およ
びアロタイプの存在:
これまでの抑制因子の解析の結果から，抗原結合分子
上には特異抗原と結合する可変部と，それぞれの抑制因
子自身の抗原特異性にかかわらず共通な構造を持つ定常
部が存在すること 10〉，さらにその定常部構造上にアロタ
イプが表現されていることが明らかになっている1>。そ
こで，この方法が抗原結合分子の定常部構造を検出する
ことによって抑制因子を測定しているか否か検討した。
ここでは抗原特異性の異なる 2種類の抑制因子を用い
た。すなわち，抗原 KLHまたは OVAで免疫した， 
C57BL/6マウスの胸腺細胞から細胞抽出液を作製した。
これら 2つの細胞抽出液に含まれる抑制因子はそれぞれ
抗原 KLHおよび OVAに特異的に反応する抗原結合
基を持っと考えられる。そこで，これらの抑制因子を 
7D1，7C5の両抗体を用いて測定した。その結果， 
Table 2に示すようにどちらの抑制因子も検出可能だ
った。この結果は，モノクロナ/レ抗体が抗原結合基の構
造を異にする 2種類の抑制因子と反応したことを示して
おり，このことから抗原結合分子上に定常部が存在する
ことが確認された。
次に抗原結合分子上にアロタイプが表現されているこ
とを確認するために，免疫グロプリンH鎖およびその周
辺の遺伝子のみが異なる遺伝子群組換えマウスである 
BALB/c，CB-20および BAB-14マウス，あるいは他の
純系マウスである C57BL/6および C3Hマウス由来の胸
腺細胞抽出液を作製し，これらの抽出液中の抑制因子を
測定した。 Table3に示すように，免疫グロプリンH鎖
のアロタイプが“ b"である CB-20および BAB-14マ
ウス由来の胸腺細胞抽出液は，同じく“ b"である C57 
BL/6マウス由来の抽出液とほぼ同様の高い放射活性を
示した。しかし，アロタイプが“ a"である BALB/c
マウス由来の胸腺細胞抽出液や，アロタイプ“ j"であ
る C3Hマウス由来の細胞抽出液からは抑制因子が検出
されなかった。 7D1，7C5の両抗体は免疫グロプリンと
は反応しないことが明らかにされているためペ 遺伝子
群組換えマウスを使ったこの実験結果から， T細胞に固
有のこの抗原結合分子上には免疫グ、ロプリンH鎖の近傍
の遺伝子により支配されているアロタイプが存在するこ
とが再確認された。 
Table 2. Specific binding of TsF to the plate coated with 7D1 antibody 
Thymocyte Radioactiotivi ty Exp/cont 
extracts Ig allotype Specifici ty (cpm) ratio本 p value 
none 130土10** 
C57BL/6 b KLH 730土30 5.6 く0.01 
C57BL/6 b OVA 650:t20 5.0 <0.01 
BALB/c a KLH 180:t:1O 1.4 NS持
本 D司令:ハー Experimental~ounts (cpm) 
~~~..~ Control counts (cpm) 
ヰ* Standard deviation. 
結Notsignificant. 
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Table 3. Genetic restriction of the reactivity of thymocyte extracts to 
the plate coatecl with 7D1 antibocly 
Thymocyte RadioactivityIg allotype Exrpa/tC10 1t p value 
本extracts (cpm) rat
none 110:!: 10林 
CB-20 b 590土70 5.4 く0.05 
BAB-14 b 700土60 6.4 <0.05 
BALB/c a 160:!: 10 1.5 NS非 
C57BL/6 b 600土10 5.5 く0.001 
C3H 190:!:40 1.7 NS 
申 D川:~_ Experimental counts (cpm) "-・・…一 Controlcounts (cpm) 日…山 
Standard deviation. * 
持Notsigni五cant. 
b)分泌型抑制因子の測定:
抑制因子は 1-J遺伝子産物および抗原結合分子から
構成されている。これら 2分子は抑制T細胞内にあって
は別々に分離して存在しているが，細胞外に分泌された
状態ではこれら 2つの分子は S-S結合によって結合し
て1分子として存在していることが機能面からの解析で
示されているり2)。そこで，この点について本測定法を
用いて直接的に再検討を加えた。細胞内型の抑制因子と
して抑制T細胞ハイブリドーマで、ある34S-18より凍結
融解法により作製した細胞抽出液内の抑制因子を測定し
た。その結果， Table 4に示すように 7C5抗体では検
出可能であったが，抗 I-Jb抗体で、は検出不能だ、った。
このことは，細胞内型の抑制因子は l-J遺伝子産物と
抗原結合分子が分離してそれぞれ独立した状態で存在し
ているために， 7D1抗体結合プレートを用いた場合には
抗原結合分子のみの検出が可能であったが単独の l-J
分子は検出されないことを示している。
次いで分泌型の抑制因子として348-18の培養上清を 
用いて測定したところ， 7C5抗体でも抗 I-Jb抗体で
も抑制因子は検出できなかった。このことは34S-18が
細胞内には抑制因子を持つが，抑制因子をあまり分泌し
ないタイプの細胞クローンである為と考えられる。そこ
で新たに抑制因子を分泌しているタイプの抑制T細胞
ノ、ィブリドーマを作製し， その培養上清中の抑制因子
を測定した。その結果， Table 5 に示すように抑制T
細胞ハイプリドーマである C12の培養上清は，対照の 
RPMI培養液に比較して， 抗 I-Jb抗体では 5.3倍， 
7C5抗体では2.3倍の比放射活性が認められた。対照と
して測定した， T細胞ノ、ィプリドーマ H9および胸腺腫
細胞 (BW5147)由来の培養上清からは抑制因子は検出
されなかった。このことは C12細胞培養上清中に検出
される抑制因子は，構成単位である 2つの分子が結合し
て1分子として存在している分泌型の抑制因子であるこ
とを示している。
またクローン C12の培養上清中に活性を持った抑制
因子が存在することを明らかにするために， in vitroの 
Table 4. Reactivity of cell-free extracts and culture supernates of T 
cell hybricloma 34S-18 to the plate coatecl with 7D1 antibody 
Radioactivity (cpm) detected by 
Materials 
added 7C5 Expl争co申nt ratlO An ti-I -Jb Exp(cont ratio 
none 75土35料 40土 5 
Extracts 320:!: 5特 4.3 40土 5~ 1.0 
Supernates 60:!: 5持 0.8 40士 10~ 1.0 
*p叶:ハー Experimental counts (cpm) 日一一一一一一 Con tr01 coun ts (cpm) 
キヰ Standard deviation. 
持Sta tis tical significan t，Pく0.01 
~ Not sifinificant. 
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Table 5. Reactivity of culture supernates of T cell hybridomas to the 
plate coatecl with 7D1 antibody 
Radioactivity (cpm) detected by 
乱1aterials Identityfrom Exp/con t Anti-I-Jb 7C5 Exapr/tC10 1t ratio* 
none 30土15** 30士 5 
C 12 suppressor hybricloma 160土15# 5.3 70土10S 2.3 
H 9 non-functional hybriboma 20 :t 10~ 0.7 35 :t 25~ 1.2 
B';Y5147 thymoma 40土10停 1.3 25:t10件 0.8 
本 Dn l-;~- Experimen tal coun ts (cpm) 
一一一 Con tro1 coun ts (cpll1) 
** Standard deviation. 
事Statisticalsignificant，pく0.001 
S Statistical signi五cant，pく0.05 
~ Not significant. 
Table 6. Functiona1 activity of cu1 ture super-
nates from T cell hybricloll1as 
Titers of ppee rr ep 500Supernates 
‘ 
n -to 
n引
戸 』  
p va1ue r/1IgG2afroll1 e o  u q uanti-NP 
・
4 
4 
1 
none 24:t4* n U  n v  2nLU
C 12 6土 1 75 く0.001
H 9 36土12 -50 NS料。 T/BvV 5147 24:t8 NS z J V  n u  
T
o C57BL/6 
T/1
o* Standard cleviation. 
料 Notsigni五cant.
一
一 
ω ω
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抗体産生系に C12の培養上清を加えて抑制活性の有無
を測定した。 Table6に示したように C12の培養上清 ・
BALB/c
はIgG2a抗 NP抗体産生を有意に抑制したことから活
性を持つ抑制因子が存在することが明らかとなった。 
3. 抗原刺激による抑制因子の量的変化
抗原刺激の回数を増した場合，抑制因子の量がどのよ
うに変化するかを検索した。まず C57BL/6マウスを抗
原 KLHにより 10日間隔で 1回， 2回， 3回と追加免疫
し，それぞれの免疫より 10日後に胸腺細胞抽出液を作製
した。また対照として免疫していない C57BL/6マウス
および KLHで2回免疫した BALB/cマウスの胸腺細
胞抽出液を作製した。これらの検体を測定する時，同時
に C57BL/6マウスを KLHで2回免疫して得た胸腺細
胞抽出液を 2倍数希釈して測定することにより抑制因子
定量のための標準曲線を作成し，それぞれの検体中の抑
制因子の量を標準曲線から算出した。その結果 Fig 2 
に示したように，免疫を受けていない C57BLl6マウス
由来の胸腺細胞抽出液は対照の BALB/cマウス由来の
抽出液とほぼ同程度の放射活性しか示さず，抑制因子は 
。 2 3 
number of antlgenlc stlmmulatlons 
Fig. 2. The increase of suppressor mo1ecu1es 
in the thymocyte extracts after anti-
genic stimmulations 
検出できなかった。また 1回免疫で、は免疫を受けなかっ
たマウスの少なくとも 2倍以上， 2回免疫では 1回免疫
の2倍量の抑制因子が検出された。このことより，胸腺
細胞抽出液中の抑制因子の量は，抗原刺激回数を増すに
つれて増加していくことが明らかとなった。 
4. 抑制T細胞の臓器分布
抗原刺激により抑制T細胞を誘導し，その臓器分布に
ついて検索した。抗原 KLHで2回免疫した C57BL/6
マウスの胸腺，牌臓， リンパ節および骨髄の細胞を凍結
融解して細胞抽出液を作製した。この抽出液中の抑制因
子を測定したところ， Table 7に示すように胸腺には多
199 抑制因子の半定量的測定法 
Table 7. Tissue distribution of suppressor 
T cells 
Cell-free 
Radioactivity Exrpa/tcl ont extrracts P value 
frol11 (cpm) ratio本 
none 280土20料 
Thymus 660土 10 2.4 <0.001 
Spleen 390士20 1.4 NS特 
Lymph node 270:t10 1.0 NS 
Bone marrow 270:t50 1.0 NS 
*Ratio= Experimental counts (cpm) 

Control counts (cpm) 

*Standard deviation. 

特Notsigni五cant. 

量に存在したが，牌臓， リンパ節および骨髄の細胞抽出
液からは検出されなかった。 
IV.考察
従来，抑制因子は微量にしか存在しないため，定量化
はむずかしく機能的測定にたよらざるを得なかった。し
かし，抑制因子の構成分子に対するモノクロナlレ抗体を
使用したラジオイムノアツセイ法を用いることにより，
抑制因子を物質のレベルでとらえ，半定量が可能になっ
た。また，本測定法は抑制因子の定常部を認識して測定
を行なっているために，同じ定常部構造を持つ抑制因子
であれば，抑制因子自身の抗原特異性にかかわらず全て
測定することができる。すなわち，抗原特異的抑制因子
の全体の量を測定することが可能である。このことは従
来用いられてきた機能的測定法ではなし得なかったとこ
ろである。
また，測定に使用するモノクロナノレ抗体の組合わせを
変えることにより，抑制因子を構成する I-J遺伝子産
物と抗原結合分子がそれぞれ独立して存在する細胞内型
抑制因子と， 2分子が結合して 1つの機能分子を構成す
る分泌型抑制因子を区別して検出することもできること
が明らかになった。
さらに新たな抑制T細胞ノ、ィブリドーマ作製の際に
は，本測定法を用いることにより，多数の検体中の抑制
因子の量を比較的短時間に測定することができた。すな
わち，スクリーニングの方法としても本測定法は優れて
おり，実用的な価値もあることが明らかとなった。
本法の半定量性を利用して抗原刺激回数と抑制因子の
量的変動との関係について検索してみると，免疫を行な
っていないマウスでは測定可能な量の抑制因子は存在し
なかった。しかし，抗原刺激を行なうことにより測定可
能となったことから，抑制因子が通常は生体内にほとん
ど存在せず，抗原刺激を受けた時にのみ出現して来るこ
とが明らかになった。抗原刺激回数を増すにつれ抑制因
子の量が増加していることから，抗原に特異的な抑制T
細胞のクローンが選択的に増殖し続けて，より多くの抑
制因子を産生していると考えられる。
抑制因子の臓器分布について検索したところ，抑制因
子は胸腺に多く存在しJJ1~!臓， リンパ節および骨髄にはほ
とんど存在しないという結果が得られた。このことは牌
臓および胸腺に抑制因子が認められるとする機能的検索
の結果と異なる九この点に関しては次のように考えら
れる。本法では抗原結合分子のみを測定しており，抗原
結合分子の量が牌臓と胸腺で差がある場合， I-J遺伝
子産物がどちらの臓器にも一定量存在するならば，本法
では検出しえなかった牌細中の抑制因子も機能的測定で
は検出できる可能性がある。また牌細胞中に本法による
測定を妨害する何らかの物質が存在する可能性もあるが
これらの点については未だ解明されていない。
以上，本測定法は抑制因子という非常に微量にしか存
在しない物質を直接，半定量的に測定可能にした。ま
た，使用するモノクロナノレ抗体の組合わせを選択するこ
とにより，抑制因子の 2つの構成分子が分離して存在す
るか，結合して存在するかも判定できるようになった。
さらに，本法は適当なモノクロナノレ抗体を使用すること
により，他のT細胞機能分子の同定，定量化にも十分応
用可能であると考えられ，今後，免疫応答機構の解析へ
の応用が期待される。
稿を終えるにあたり，御指導，御校閲を賜わりました
谷口克教授に深謝いたします。また御教示いただきまし
た徳久剛史助手に心から御礼申し上げます。
本論文は審査学位論文である。 
SUMMARY 
Radioimmunoassay method to detect the antigen 
specific suppressor T cell factor was developed， 
using monoclonal antibodies. Microtiter plate was 
coated with monoclonal antibody (7D1) against 
the constant region determinant (Ct) of the 
antigen binding molecule of suppressor T cell 
factor. Cell extracts or culture supernatants that 
contained suppressor T cell factor were reacted 
to the plate. The factors bound on the plate 
were detected by 12sl-1abelled monoclonal anti-I-J 
antibodies (EIG，F4，H6) or monoclonal anti-
body recognizing th(;: different epitope of the Ct 
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molecule from that defined by the 7D1 antibody. 
Using this method. the followings were COnclllded. 
1) Suppressor T cell factors were detected 
with the immllnochemical and genetic specifisities. 
2) T cell hybridomas secreting suppressor fac-
tors were sllccessfully screened with this method 
llsing their cultllre supernatants. 
3) The dose of Sllppressor T cel factors was 
increased in the thymocyte extracts of mice with 
the antigenic stimmulations. 
This assay method is expected to be applied 
for the quantitative detection of various functional 
molecules from T cells by using specific mono-
clonal antibodies. 
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